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AD; Atopic dermatitis 
BCA; Bicinchoninic acid 
BSA; Bovine serum albumin  
DAPI; 4',6-diamidino-2-phenylindole 
DMEM; Dalbecco’s modified eagle medium  
EASI; Eczema Area and Severity Index 
EDTA; Ethylenediaminetetraacetic acid 
ELISA; Enzyme linked immune solvent assay  
HRP; Horseradish peroxidase 
Ig; Immunoglobulin  
LDH; lactate dehydrogenase 
NIH; National Institutes of health 
NHEK; Normal human epidermal keratinocytes 
PBS; Phosphate-buffered saline  
PBST; Phosphate-buffered saline with tween 20  
PDVF; PolyVinylidene DiFluoride 
PL; Plasmin 
PLG; Plasminogen 
RIPA; Radioimmunoprecipitation  
SC; Stratum Corneum 
S.D.; standard deviation 
SDS; Sodium Dodecyl Sulfate 
S/N; signal-noise ratio 
SCORAD; Scoring of Atopic Dermatitis 
TEWL; trans-epidermal water loss 
TARC; thymus and activation-regulated chemokine  
TJ; Tight junction 
TMB; 3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine 
tPA; Plasminogen activator 
T-PER; Tissue Protein Extraction Reagent 



















































症度の評価は、Scoring of Atopic Dermatitis（SCORAD）[27]、Eczema Area and 
Severity Index（EASI）[31,32]などの視診指標や、いくつかのバイオマーカー
の測定などが行われている。バイオマーカーとしては、例えば、血液中の IgE
量[33]、thymus and activation-regulated chemokine (TARC) [34]、lactate 























的に高め[60-66]、Plasminogenの活性化因子 tissue-type Plasminogen 
activator(tPA)や urokinase-type Plasminogen activator(uPA)によって、





































































 Table 1-1 固相化または検出抗体一覧 
No. 抗体製品名,製品番号 製造社名 
#1 Rabbit polyclonal Antibody 
(H-300),#sc15343 
SantaCruz社 
#2 Mouse monoclonal antibody (9E4), 
#H00002023-M10 
Abnova社 
#3 Rabbit polyclonal Antibody, #ARP34374 Aviva system biology社 
#4 Rabbit polyclonal Antibody, 
NB100-65252 
Novus Biologicals社 




#6 Mouse monoclonal antibody (37E4), 
NBP-1-47595 
Novus Biologicals社 




Table 1-2 検量線用精製タンパク抗原一覧 
No. 抗体製品名,製品番号 製造社名 
A α-Enolase recombinant protein, 
#ab89248 
Abnova社 




Table 1-3タンパク希釈用 Buffer一覧 
No. Buffer名 製造社名 
A T-PER buffer Thermo Fisher Scientific社 
B RIPA buffer Thermo Fisher Scientific社 
 





採取を行った。角層を採取した角層チェッカーは、あらかじめ 500mL の Tissue 
Protein Extraction Reagent (T-PER) buffer（Thermo Fisher Scientific 社）









１－２－３  ELISA反応 
9 
 
ELISA反応は、96 well plate(IWAKI社)を用いて行った。固相化抗体を 96 well 
plateへ結合させるため、Phosphate-buffered saline (PBS)に固相化抗体を
2ug/mLの濃度で希釈し、100μL/well添加し、25℃ で 1晩インキュベートし
た。次に、Blocking処理を行うため、StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer 
(Thermo Fisher Scientific社)を 200μL/ Well添加し、添加直後に後述の wash
を行った。さらに、精製タンパク抗原または角層タンパクの抽出液を 100μ
L/well添加し、抗原と固相化抗体との結合反応を行うため 37℃で 2時間イン
キュベートした。抗原の残液を洗浄後、あらかじめ Biotin Labeling Kit-NH2
（同仁化学研究所）を用いてビオチン標識化された検出抗体を 1ug/mLとなる
よう StartingBlock™ (PBS) Blocking Bufferで希釈した後、96 Well plate
に 100μL/well添加し、抗原と検出抗体の結合反応を 37℃で 1.5時間インキ
ュベートして反応させた。その後、Streptavidin-Horseradish peroxidase 
(HRP)（R&D社）を Reagent Diluent（R&D社）で 100倍に希釈して、100μL/well
添加し 30分間 37℃でインキュベートさせた。さらに、3, 3', 5, 
5'-tetramethylbenzidine（TMB）基質（Thermo Fisher Scientific社）を 100
μL/well添加して酵素反応により発色させ、20分後に 1N硫酸(関東化学社)
を 100μL/well添加して酵素反応を停止した。反応停止後、Spectra MAX190 
(Molecular Device社)を用いて 450nmの光波長で各ウェルの吸光度を測定し
た。尚、反応停止を除く各工程間の washには 0.05% Tween20/PBS (PBST)(Thermo 
Fisher Scientific社)を 200μL/wellを用いて 3回の洗浄操作を行った。 
 
１－２－４ Western blotting法との相関解析による特異的反応性の確認 
本検討で確立した ELISA法が、ENO1を特異的に定量可能か確認するため、同
一の角層タンパク抽出液を ELISA法および Western blotting法を用いてそれぞ
れ検出し、ELISAの定量値と Western blotting法の発光検出輝度値との相関性
を確認した。Western blottingを行う際には、２－１－２の方法で抽出した角
層検体を Bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Thermo Fisher 
Scientific社)を用いてタンパク量を定量し、タンパク量が均一なるよう各検
体を希釈した後、15% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)-ポリアクリルアミドゲル
（BIO-RAD社）を用いて電気泳動し、PolyVinylidene DiFluoride (PDVF)膜




ートした。さらに 0.1%PBSTで洗浄した後、ECL prime western blotting 




1次抗体：Anti-ENO1 Mouse monoclonal antibody (abnova社)、2次抗体: 





















BellCurve for Excel ver.7.0（ソーシャルサーベイリサーチインフォメーショ






















































出抗体 #7、Table 1-2の精製タンパク抗原 Aの組み合わせが、Blankとの吸光
度差が大きかった。一方、RIPA bufferを用いたその他の組み合わせや、T-PER 
Bufferを希釈液として用いた組み合わせでは、吸光度の差が著しく低かった。
精製タンパク抗原 Aを用いた全組み合わせの吸光度差を Fig. 1-2に示す。この











間差も少なかった（#2-#7-A; CV値:8%～22%, #3-#7-A; CV値:14%～31%）（Fig. 
1-3）。 
 
















度値と Sandwich ELISAで検出された濃度に強い相関性が認められ（R = 0.979, 
P < 0.001）、大小関係も一致していた。このことから、本 ELISA法により特異
的に定量が可能であると考えられた（Fig. 1-5 ）。 
 





ENO1量の測定を行った。その結果、アトピー性皮膚炎の角層中 ENO1量（105 ± 


































Fig. 1-2 抗原 Aを用いた際の抗体組み合わせ検討結果グラフ 
上段 RIPA Bufferを精製タンパク抗原希釈液として用いた際の、30ng/mLの
吸光度から Blankの吸光度を差し引いた値を示す。 

























































    
 
Fig. 1-4 35名の角層中 ENO1を測定した吸光度のヒストグラム 
 左 #2-#7の組み合わせで角層中 ENO1量を測定した際の Blankとの吸光度差 




















































Fig. 1-5 ELISA法と Western blotting法による角層中 ENO1量の相関性 














































Fig. 1-6 健常者とアトピー性皮膚炎患者の角層中 ENO1量の比較 
 健常者（Healthy subject）に比べて有意にアトピー性皮膚炎患者（AD patient）


























両組み合わせは、検出抗体は、Mouse mono clonal 抗体に共通され、固相化抗体




























































せるため、室温 25℃、湿度 40～60%の部屋で 10分程度安静にした後、角層の採
取および２－２－３の項の機器測定を行った。 
 





ENO量は、第 1章で確立した sandwich ELISA法を用いて、前述の１－１－３の
項に従って定量した。また、BCA protein assay kit を用いて、抽出した角層タ
ンパク抽出液の総タンパク量を定量し、採取した角層量の誤差を補正するため、
被験者間の角層中 ENO1量を比較する際には、総タンパク量 1µg当たりの ENO1
量により比較を行った。 
 
２－２－３ 角層水分量と TEWLの測定 
角層中 ENO1量と皮膚バリア機能との関係を調べるため、頬部の角層水分量お











Brilliant Greenおよび Gentian Violetによる染色（BG染色）を行い、細胞の
形状および核の可視化を行った。染色には、Brilliant Green（MeRCK社）と
































































































































常な日本人男性 78名、女性 80名の角層中 ENO1量を調べたところ、男性 （43.89 
± 28.51 pg/µg protein : 平均値 ± 標準偏差）と女性 （18.74 ± 10.52 pg/µg 
protein）間で有意な差が認められ(P < 0.001)、男性の方が、角層中に含まれ
る ENO1量が多かった(Fig. 2-2)。 
 
２－３－２ 角層中 ENO１量の部位差 
ヒト皮膚における部位による差を調べるため、健常日本人女性 39名の前腕内
側部、上腕内側部、頸部、頬部の 4か所の角層を採取し、角層中 ENO1量の比較
を行った。前腕内側部 （2.41 ± 4.84 pg/µg protein）、上腕内側部（3.90 ± 
14.40 pg/µg protein）、頸部（14.72 ± 22.85 pg/µg protein）、頬部（21.42 
± 35.02 pg/µg protein）であり(Fig. 2-3)、いずれの部位間でも差があるこ
とが分かった（前腕内側部 vs 上腕内側部: P = 0.021, 前腕内側部 vs 頸部: P 
= 0.002, 前腕内側部 vs 頬部: P < 0.001, 上腕内側部 vs 頸部: P < 0.001, 前
腕内側部 vs 頬部: P < 0.001, 頸部 vs頬部: P < 0.001,）。 
 











２－３－４ 角層中 ENO１量の加齢変化 
 年齢と角層中 ENO1 量の関係を調べるため、健常日本人女性 10 代（19 名）、
20代（40名）、30代（43名）、40代（43 名）、50 代（42名）、60代（20名）
の頬部角層を採取し、角層中 ENO1量を測定した。その結果、10代 （28.89 ± 
26 
 
42.28 pg/µg protein）、20代 （23.43 ± 39.43 pg/µg protein）、30代 （31.09 
± 37.55 pg/µg protein）、40代 （16.71 ± 26.65 pg/µg protein）、50代 （12.14 
± 13.31 pg/µg protein）、60代 （16.18 ± 23.99 pg/µg protein）であり、
年齢で多少の低下傾向があったものの有意な差は認められなかった(Fig. 2-5)。 
 
２－３－５ 角層中 ENO1量と皮膚バリア機能指標との関係 
皮膚中の ENO1とバリア機能との関係について調べるため、２－３－４と同一
の 10代～60代の健常日本人女性 207名の角層中 ENO量と TEWLおよび角層水分
量との相関解析を行った。その結果、角層中 ENO1量と TEWLは、弱い正の相関
を示し（R = 0216, P = 0.002）、角層水分量とは、弱い負の相関が認められた




































Fig. 2-2 角層中 ENO1 量の性差 
 女性と男性の頬部角層中 ENO1量を示す箱ひげグラフ。男性は、女性に比べて























Fig. 2-3 角層中 ENO1 量の部位差 
 前腕内側部、上腕内側部、頸部、頬部の角層中 ENO1量の比較を示す箱ひげグ
ラフ。角層中 ENO1量は、各部位によって量が異なることを示す。*p < 0.05、**p 









































Fig. 2-5 角層中 ENO1 量と年齢との関係 























Fig. 2-6 角層中 ENO1 量と皮膚バリア指標との相関解析グラフ 
左 角層中 ENO1量と TEWLの相関解析グラフ 






























Fig. 2-7 角層中 ENO1 量と角層の形態的特徴の相関解析 
左 角層中 ENO1量と重層剥離度 (desquamative state of SC)との相関グラフ 
中央 角層中 ENO1量と細胞面積 (the corneocyte area)との相関グラフ 








































































た。23歳、24歳、28歳、61歳 2名および 68歳の Cauacasian女性の腹部由来
の 4％パラホルムアルデヒドで固定されたヒト皮膚組織を KAC 社（Kyoto、Japan）
から購入した。各皮膚組織をパラフィン内に包埋後 5 µmに薄切し、スライドガ
ラス上に接着させた後、mouse and rabbit specific HRP/DAB（abcam社） を用
いて 15分間ブロッキング処理を行った。さらに後述の 1次抗体を 1% Bovine 
serum albumin (BSA)/PBSを用いて 500倍に希釈し、4°Cで約 20 時間静置した。
0.05％PBSTで洗浄した後、さらに、Anti-Mouse IgG Alexa Fluor 488抗体を 1000
倍、細胞核染色用の 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI）（Thermo Fisher 










































































Fig. 3-2 角化による ENO1量の変化 
 基底層から有棘細胞まで（basal layer to spinous layer）を１とした際の
角層(Stratum Corneum)の発現量の規格値による比較示す。基底層から有棘細胞



















































































Normal human epidermal keratinocytes (NHEK)細胞 (Lonza社) を EpiLife® 
Medium (Life Technologies社)を用いて培養を行った。細胞継代時には、0.01%
トリプシン/ 0.004% Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)により NHEK細
胞の接着を剥離させた。また、分化促進の際には、3mMの CaCl2を Humedia-KG2 
additive set (Kurabo社)に添加し、これを培地として用いて培養を行った。 
 
４－２－２ ENO1の過剰発現  
NHEK細胞に ENO1を過剰発現させるため、リポフェクション法を用いて遺伝子
導入を行った。まず、3µLの Fugene HD（Promega社）と 3µgの Control vector 
40 
 
(Promega社)または 3µgの ENO1 plasmid vector(Promega社)を 1mLの無血清培
地 Opti-MEM(Promega社)中に混合させて、30分間室温でインキュベートし、
mixtureを得た。あらかじめ 6 Well Plate（SUMIRON社）またはψ3.5mmのガラ
スボトムディッシュ（corning社）に 3x105cells/wellの濃度で播種し、播種 1






評価するため、10μg/ mL の Anti-ENO-1 Mouse monoclonal抗体（Abnova社）、
比較対象として 10μg/ mL の Anti-Mouse-IgG抗体（BD Biosciences社）の存
在下または非存在下でNHEK細胞を 37℃・5% CO2下で1時間インキュベートした。 
また、ENO1と plasmongenの結合を阻害した際の、ヒト表皮ケラチノサイトのバ
リア機能の評価を行うため、10mM のトラネキサム酸（Sigma-Aldrich社）を NHEK
細胞に添加し、37℃・5% CO2下で 1時間インキュベートした。 
 
４－２－４ Western blotting 
ENO1および TJの発現量を比較するため、Western blotting法により、各種
タンパクの検出を行った。細胞中のタンパクを抽出するため、6 Well plateに
播種した NHEK細胞に遺伝子導入し、導入後 3mM CaCl2を含む培地（４－２－１）
で 2日間培養した後、NHEK細胞中のタンパク質を 200uLの cell lysis buffer 
(120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.4% NP-40 and 1 mM Na3VO4) を 30




StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer を用いて室温で 30分間ブロッキング処
理を行った。ブロッキング処理後、後述の各 1次抗体を StartingBlock™ (PBS) 
Blocking Buffer 中に 5000倍で希釈し、各膜に添加し、4℃で 1晩インキュベ
ートした。残存した 1次抗体を 0.1% PBSTで洗浄除去し、各 1抗体に対する後
述の 2次抗体を StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer 中に 10000倍で希釈し
て添加後、室温で 1時間インキュベートした。残存した 2次抗体を 0.1% PBST







1次抗体：Anti-ENO1 mono clonal antibody (abnova社)、Anti-Claudin-1 poly 
clonal antibody (Abcam社)、Anti-Claudin-4 poly clonal antibody (Abcam
社)、 Anti-E-Cadherin poly clonal antibody (QED bioscience社)、 
Anti-occludin mono clonal antibody (Thermo Fisher Scientific社) Anti-
β-actin mono clonal antibody (SantaCruz Biotechnology社)。2次抗体: 
HRP-Rabbit-IgG (Invitrogen社)、anti-mouse monoclonal IgG (H + L) 
(Invitrogen社)。 
 
４－２－５ 表皮ケラチノサイトの TEER値 の測定 
表皮ケラチノサイトへの ENO1過剰発現や各種阻害剤のバリア機能への影響を
調べるため、TEER値を指標として、各条件の NHEK細胞の測定を行った。12 well 
Trans-well 0.4 μm polyester membrane inserts (Corning社)に NHEK細胞を










し、さらに StartingBlock™ (PBS) Blocking Bufferを用いて 30分室温でブロ
ッキング処理を行った。ブロッキング処理後、各 NHEK細胞に後述の 1次抗体を
StartingBlock™ (PBS) Blocking Buffer 中に 500倍で希釈して添加し、3時間
室温で静置後、残存した 1次抗体を 0.1% PBSTで洗浄除去し、蛍光標識のため
後述の 2次抗体および細胞核染色用の DAPI(同仁化学社)を StartingBlock™ 




1次抗体：Anti-ENO1 mono antibody (abnova社)、Anti-Plasminogen poly 










った。分化促進させた NHEK細胞の細胞膜を Cell-Mask (Thermo Fisher 
Scientific社)を用いてそれぞれ生細胞蛍光染色し、顕微鏡下で観察しながら、
Plasminogenの精製タンパク(和光純薬工業株式会社)を終濃度 10 μg/ml となる
ように添加し、細胞間接着の様子を観察した。観察には、走査型共焦点レーザ
ー顕微鏡 FV-1000（Olympus社）を用い、60x油浸対物レンズ（開口数 1.4）に





関解析法により検定を行った。全ての統計解析は、BellCurve for Excel ver.7.0
（ソーシャルサーベイリサーチインフォメーション株式会社）で実施し、p値が



























































ENO1発現が有意に増加したことを確認した（vs control: p = 0.005, vs control 
vector: p = 0.002）。次に、ENO1過剰発現させた NHEK細胞を分化促進させた
後、抗 ENO1 IgGまたは比較対象として Mouse IgG抗体の存在・非存在下におけ
る NHEK細胞の claudin-4、E-Cadherin、tricellulinおよび ocludinの発現量
を Western blotting法により検出した。その結果、NHEK細胞における claudin-4、
E-cadherin、tricellulin、occludin-1の発現量は、ENO1の過剰発現によって
有意に減少した（claudin-4 p = 0.023、E-cadherin: p = 0.032、tricellulin: 
p = 0.007、occludin-1: p < 0.001 いずれも control vectorを導入した NHEK
細胞との比較）。さらに、ENO1過剰発現による claudin-4、E-cadherin、
tricellulin、occludinの減少は、10μg/ mL の Anti-ENO-1 Mouse monoclonal
抗体の添加によって抑制されたが（claudin-4 p = 0.044、E-cadherin: p = 
0.018、tricellulin: p = 0.007、occludin-1: p = 0.028）、コントロールと
した 10μg/ mL の Anti-Mouse-IgG抗体を添加した際には抑制されなかった（Fig. 
4-1）。また、これらの条件下における NHEK細胞の TEER値を測定した。ENO1を
過剰発現させた NHEK細胞では、Controlベクターを導入した NHEK細胞に比べて
TEER値が低下したが（p = 0.008）、10μg/ mL の Anti-ENO-1 Mouse monoclonal
抗体の添加により、TEER値の減少は抑制され（P = 0.041）、Controlベクター
を導入した NHEK細胞の TEER値と同程度であった。一方、Anti-Mouse-IgG抗体



















４－３－３ ENO1高発現 NHEK細胞へのトラネキサム酸の影響 
 ４－３－１の結果、ENO1の過剰発現によりヒト皮膚ケラチノサイトが形成す
るバリア機能が破壊されることが示された。さらに、４－３－２の結果から、
ENO1が癌細胞や免疫細胞と同様に NHEK細胞でも Plasminogen receptorとして
機能することが考えられ、Plasminは NHEK細胞の細胞間接着を破壊することが
示された。これらのことから、ENO1がヒト皮膚の表皮ケラチノサイトにおいて







occludin-1の発現は有意に減少したが（claudin-4: p = 0.013、E-cadherin: p 
= 0.008、tricellulin: p = 0.019、occludin-1: p = 0.017 いずれも control 
vectorを導入した NHEK細胞との比較）、トラネキサム酸の添加により ENO1過
剰発現による claudin-4、E-cadherin、occludin-1の減少は有意に抑制され
（claudin-4: p = 0.016、E-cadherin: p = 0.016、occludin-1: p ＝ 0.004）、
tricellulinも抑制傾向が認められた (Fig. 4-6)。さらに、これらの細胞の TEER
値を測定したところ、ENO1の過剰発現による TEER値の減少（p = 0.037）は、
















Fig.4-1 ENO1を過剰発現した際の TJ構成タンパクの発現量 
ENO1を過剰発現させた NHEK細胞の anti-ENO1抗体または anti-Mouse IgGの
存在・非存在下における、NHEK細胞内の tricellulin、E-cadherin、Occuludin-1、
Claudin-4の Western blottingによる比較解析。グラフは、Control（表中の 1）











Fig. 4-2  ENO1を過剰発現した際の TEER値 
ENO1を過剰発現した NHEK細胞の anti-ENO1抗体または anti-Mouse IgGの存


























Fig. 4-3 NHEK細胞の細胞間接着の状態 
左 Control vectorを遺伝子導入した際の NHEK細胞の写真 






























Fig. 4-4 NHEK細胞の ENO1、Plasminogenおよび細胞核の 3重免疫蛍光染色像 
左 Plasminogenと細胞核の Merge画像 
中央 ENO1と細胞核の Merge画像 





















































Fig. 4-6 トラネキサム酸添加時の TJの構成タンパクの発現量 
ENO1を過剰発現した NHEK細胞のトラネキサム酸の存在・非存在下における、
NHEK細胞内の tricellulin、E-cadherin、Occuludin-1、Claudin-4の Western 
blottingによる比較解析。グラフは、Control(表中の 1)を 1とした際の規格値










Fig. 4-7 PlasminTEER値 
ENO1を過剰発現した NHEK細胞のトラネキサム酸の存在・非存在下における、
NHEK細胞の TEER値。グラフは、Control(表中の 1)を 1とした際の規格値を示
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